Colletotrichum cf. gloeosporioides an Johanniskraut (Hypericum perforatum L.). 3.Teil: Erarbeitung einer Resistenzprüfmethode by Gärber, Ute & Schenk, Regina
Nachrichtenbl. Deut. Pflanzenschutzd., 54 (4), S. 81-85, 2002, ISSN 0027-7479. 
© Eugen Ulmer GmbH & Co., Stuttgart 
Biologische Bundesanstalt tor Land- und Forstwirtschaft, lnstitut fQr Pflanzenschutz im Gartenbau, Auf3enstelle 
Kleinmachnow1), 
Humboldt-Universitat zu Berlin, Landwirtschaftlich-Gartnerische Fakultat, Fachgebiet Acker- und Pflanzenbau2) 
Colletotrichum cf. gloeosporioides an Johanniskraut 
(Hypericum perforatum L.) 
3. Teil: Erarbeitung einer Resistenzprufmethode 
Colletotrichum et. gloeosporioides on St. John's wort (Hypericum perforatum L.) 
Part 3: Development of a method for testing resistance 
Ute Garber1) und Regina Schenk2) 
Zusammenfassung 
Fi.ir die Entwicklung einer Methode zur PrUfung van Johannis-
kraut auf Resistenz gegen den Erreger der Johanniskrautwelke, 
Colletotrichum cf. gloeosporioides, wurden die Sorten 'Hyper-
ixtrakt', 'Motiv' und 'Topaz' mit unterschiedlicher Krankheits-
anfiilligkeit einbezogen. Zur Inokulation der Testpflanzen 
wurde die Konidiensuspension des Erregers in definierten 
Konzentrationen unmittelbar an den Stangelgrund der Pflanzen 
ausgebracht. Die PrUfung erfolgte an Pflanzen im Keimlings-
stadium unter Laborbedingungen, an Jungpflanzen in Multi-
topfpaletten und an getopften Pflanzen im Gewachshaus. Im 
Keimlingsstadium erwies sich Johanniskraut allgemein als 
hoch anfiillig, so <lass bestehende Unterschiede in der Anfal-
ligkeit von Sorten und Stammen nicht e1fasst werden konnten . 
An Jungpflanzen und Topfpflanzen sind dagegen deutliche 
Anfalligkeitsunterschiede erkennbar. Mit einer Konidiendichte 
von 104 werden sichere Infektionen gesetzt. Der Pri.ifung an 
Jungpflanzen in Multitopfpaletten wird als Testmethode der 
Vorzug gegeben, <la diese einen etwa fUnffach hoheren Prlif-
umfang ermoglicht und dadurch die Sicherheit und Zuverlas-
sigkeit des Testverfahrens erhoht wird. 
Stichworter: Johanniskrautwelke, Colletotrichum cf. gloeo-
sporioides, Hypericum pe1foratu111, Resistenzpri.ifmethode 
Abstract 
Varieties of St. John's wort of various susceptibil ity to disease 
were used in a study to develop a method to test St. John's wort 
for resistance to the fungus Colletotrichum cf. gloeosporioides. 
Test plants (varieties 'Hyperixtrakt ' , 'Motiv' and 'Topaz') were 
inoculated with specified concentrations of a suspension of coni-
dia which was applied directly to the stem base. The results were 
tested in plants in the germinating stage in the laboratory, in 
seedlings in flats, and in potted plants in the glasshouse. The ger-
minating stage of St. John 's wort turned out to be very suscepti-
ble to disease in general, so that it was not possible to state dif-
ferences between varieties and breeding lines. In contrast to that, 
differences in the susceptibility of plantlets and potted plants 
were conspicuous. A conidia density of 104 will definitely cause 
infection. Testing of young plants in flats is to be preferred over 
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the testing of potted plants, because it allows a five-fold extent 
of testing, adding to the safety and reliability of the testing 
method. 
Key words: Anthracnose, Colletotrichum cf. gloeosporioides, 
Hypericum pe1foratu111, resistance test method 
Einleitung 
Beim Anbau von Johanniskraut stehen derzeit in erster Linie 
nur vorbeugende MaBnahmen zur VerfUgung, um Schaden und 
Ausfiille <lurch den Erreger der Johanniskrautwelke zu vermei-
den. Diese umschlieBen vor allem die Bereitstellung gesunden 
Saal- und Pflanzgutes, strikte Einhaltung hygienischer MaB-
nahmen in der Anzucht und optimale, stressfreie Kultur-
ftihrung. Bei einem Ausbruch der Krankheit gestaltet sich die 
Bekampfung auBerst schwierig. Ein wichtiges Kriterium for 
die Bekampfung der Johanni skrautwelke ist die Widerstands-
fahigkeit der Pflanze. In eigenen Versuchen mit verschiedenen 
Stiimmen und Sorten von Johanniskraut konnten Unterschiede 
in der Anfalligkeit festgestellt werden. Um die Anfiilligkeits-
unterschiede sicher beurteilen zu konnen, ist es erforderlich, 
eine geeignete PrUfmethode zu entwickeln. In der vorliegen-
den Arbeit wird die Erarbeitung einer Resistenzprlifmethode 
vorgestellt und diskutiert. 
Material und Methoden 
Erreger 
Als Standardisolat diente Col/etotrichum cf. g/oeosporioides 
Stamm 100. Zur Erhaltung der Vitalitiit des Erregers wurden re-
gelmaBig Pflanzenpassagen durchgefUhrt. Die Anzucht des Erre-
gers und die Herstellung der Konidiensuspension erfolgte nach 
den in Tei! 1 der Veroffentlichung beschriebenen Methoden. Die 
Keimrate der Konidien betrug in allen Versuchen i.iber 80 %. 
Testpflanzen 
FUr die Entwicklung der Pri.ifmethode wurden die Sorten 'Hy-
perixtrakt', 'Motiv' und 'Topaz' einbezogen, die sich nach ers-
ten Untersuchungen in ihrer Anfiilligkeit deutlich unterschie-
den . Um gesunde Testpflanzen zu erhalten, wurde befallsfreies 
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Abb. 1. Ermittlung des Krank-
heitsbefalls an Keimlingen bei 
unterschiedlichen lnokulum-
dichten. lnfizierte Pflanzen (%) 
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Saatgut verwendet. Der Gesundheitszustand des Saatgutes 
wurde im Agarplattentest (GARBER, 200 l) gepriift. Fi.ir die 
Entwicklung der Resistenzprilfmethode wurden verschiedene 
Entwicklungsstadien der Pflanze getestet. Filr die Prilfung an 
Keimlingen wurden Samen der drei Sorten eine Woche im Ja-
cobs-Keimapparat gekeimt und danach fi.ir drei bis vier Tage 
in eine feuchte Kammer umgelegt. Filr die PrUfung an Jung-
pflanzen wurden Keimlinge in Multitopfpaletten mit 38 bzw. 
40 Pflanzzellen pikiert und etwa drei bis vier Wochen im Ge-
wachshaus weiter kultiviert. Filr die Prilfung an Topfpflanzen 
wurden die Jungpflanzen aus den . Multitopfpaletten in 13er-
Topfe gepflanzt. Zurn Zeitpunkt der Inokulation waren die 
Topfpflanzen etwa 6 Wochen alt. 
lnfektion von Keimlingen unter Laborbedingungen 
Die Keimlinge wurden <lurch Aufspri.ilien einer Konidiensuspen-
sion (lnokulumdichten von 10, 102, 103, 104, 105 und 106 Ko-
nidien /ml) inokuliert. Die Inkubation erfolgte unter kontrollier-
ten Bedingungen im Labor bei 23 °C und Zusatzlicht. Nach 10 
Tagen wurden die Keimlinge auf Krankheitsbefall geprilft, in-
dem unter dem Stereomikroskop bei 40facher Vergrof3erung der 
Erreger anhand der mit Setae besetzten Acervuli, die am Keim 
sehr gut erkennbar sind, diagnostiziert wurde. 
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Die Jungpflanzen in den Multitopfpaletten wurden <lurch Aus-
bringen vonje 1 ml Konidiensuspension an den unteren Stangel-
bereich der Pflanze mit Hilfe einer Pipette inokuliert. Da in bis-
he1igen Untersuchungen bei Inokulumdichten von 106 sehr 
starke Infektionen verursacht wurden, wurden fi.ir die Entwick-
lung einer Resistenzpri.ifmethode geringere Inokulumdichten 
von 1, 10, 102, 103 und 104 gewahlt. 
Zur Inokulation der Topfpflanzen in 13er-Topfe wurden pro 
Pflanze 30 ml Erregersuspension (Konidiendichte 10, 103 und 
104) unmittelbar an den Stangelgrund der Pflanze gegossen. 
Zur Erhohung der Haftung der Konidien an der Pflanze wur-
den der Suspension jeweils einige Tropfen Tween (ein Tropfen 
auf 100 ml Suspension) zugesetzt. Nach Inokulation wurden die 
Pflanzen fi.ir 24 Stunden mit einer Folie abgedeckt, um eine 
100 % R.L. zu gewahrleisten. 
Die Multitopfpaletten bzw. Topfe wurden in BlOcken bei zwei-
bis dreifacher Wiederholung ( eine Wiederholung entspricht einer 
Palette bzw. 10 Topfen) aufTische im Gewachshaus (23 °C am 
Tag, 15 °C in der Nacht, 80 % R.L., Zusatzbelichtung von 6.00 
Abb. 2. Darstellung des lnfek-
tionsverlaufes an Jungpflan-
zen der Sorte 'Topaz' bei un-
terschiedlichen lnokulumdich-
ten. 
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Abb. 3. Darstellung des lnfek-
tionsverlaufes an Jungpflan-
zen der Sorte 'Hyperixtrakt' 
bei unterschiedlichen lnoku-
lumdichten. 
Abb. 4. Darstellung des lnfek-
tionsverlaufes an Jungpflan-
zen der Sorte 'Motiv' bei un-
terschiedlichen lnokulumdich-
ten. 
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Abb. 5. Vergleich des Krank-
heitsbefalls der Sorten 'Hy-
perixtrakt', 'Topaz' und 'Motiv' 
bei Prufung an Jungpflanzen 
in Multitopfpaletten bei einer 
Konidiendichte von 104. 
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bis 22.00 Uhr) aufgestellt. Um eine sekundare Erregerverbrei-
tung zwischen den einzelnen Prlifvarianten zu verhindern, wur-
den die Varianten durch Plastikschotten getrennt. 
Bonitur und Auswertung des Befalls 
Flir die Einschatzung des Krankheitsbefalls wurden bei der Prli-
fung an Jungpflanzen in Multitopfpaletten mit Befallsbeginn ab-
Nachrichtenbl. Deut. Pflanzenschutzd. 54. 2002 
Motiv 
gestorbene, kranke und gesunde Pflanzen ausgezahlt. Als krank 
wurden alle Pflanzen bezeichnet, die Lasionen an einem oder 
mehreren Trieben aufwiesen bzw. welk waren. Bei Topfpflanzen 
wurde der Krankheitsbefall in etwa zwei- bis dreitagigen Ab-
standen nach dem Auftreten erster Krankheitssymptome mit 
Hilfe eines selbst erarbeiteten Boniturschemas (1 - Pflanze ge-
sund, 2 - ein Trieb welk bzw. Erschlaffen der Triebspitzen, 
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Abb. 6. Darstellung des lnfek-
tionsverlaufes an Topfpflan-
zen der Sorte 'Topaz' bei un-
terschiedlichen lnokulumdich-
ten. 
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Pflanze abgestorben) bewertet. 
Ergebnisse 
Entwicklung einer Prufmethode an Keimlingen 
Aus Abbildung l ist ersichtlich, <lass Keimlinge allgemein sehr 
empfindlich gegentiber Colletotrichum cf. gloeosporioides rea-
gieren. Bei Inokulumdichten von 104 bis 106 war in alien Varian-
ten ein starker Befall zu verzeichnen. Pflanzen der Sorte 'Hy-
perixtrakt', die auf dem Feld und in ersten Gewachshaustests wi-
derstandsfahiger gegenUber dem Erreger reagierten, sind im 
Keimlingsstadium gleichfalls stark anfallig. Der Keimlingstest 
ist gut geeignet, den Erreger nachzuweisen. Unterschiedliche 
Anfalligkeiten konnen mit dem Test jedoch nicht erfasst werden. 
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Entwicklung einer Prufmethode an Jungpflanzen und 
Topfpflanzen 
Prufung an Jungpflanzen in Multitopfpaletten 
In den Abbildungen 2 bis 4 sind die Infektionsverlaufe bei un-
terschiedlichen Inokulumdichten for die unterschiedlich anfalli-
gen Sorten 'Hyperixtrakt', 'Topaz' und 'Motiv' dargestellt. 
Bei geringen Inokulumdichten von 1 und 10 Konidien/ml Sus-
pension wurde in dem Priifzeitraum fiir alle Sorten nur sehr ge-
ringer Krankheitsbefall festgestellt. Erst ab einer Konidiendichte 
von I 03 wurden sichere Infektionen gesetzt. Ftir die Resistenz-
prUfung wird eine Inokulation mit einer Konidiendichte von 104 
als ausreichend angesehen, um sichere Infektionen zu erhalten. 
Bei dieser Konidiendichte kann sich die Infektion in relativ kur-
zer Zeit aufbauen. Andererseits ist der Infektionsdruck nicht zu 
hoch, so <lass mit der Methode eine Differenzierung in der An-
falligkeit von Sorten und Stammen gut moglich ist (Abb. 5). Die 
Abb. 7. Darstellung des lnfek-
tionsverlaufes an Topfpflan-
zen der Sorte 'Hyperixtrakt' 
bei unterschiedlichen lnoku-
lumdichten. 
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Abb. 8. Darstellung des lnfek-
tionsverlaufes an Topfpflan-
zen der Sorte 'Motiv' bei un-
terschiedlichen lnokulumdich-
ten . 
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Abb. 9. Vergleich des Krank-
heitsbefalls der Sorten 'Hy-
perixtrakt', 'Topaz' und 'Motiv' 
bei Prufung an Topfpflanzen 
bei einer Konidiendichte von 
104 • 
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Pri.ifmethode an Jungpflanzen wird insgesamt als geeignet ein-
geschatzt, obgleich Jungpflanzen gegeni.iber dem hoch aggressi-
ven Erreger sehr empfindlich reagieren. Um bei einer Prlifung an 
Jungpflanzen Unterschiede in der Anfalligkeit von Sorten deut-
licher erfassen zu konnen, ist die Methode insbesondere hin-
sichtlich ihres Auswertverfahrens weiter zu optimieren. 
PrOfung an Topfpf/anzen 
In der grafischen Darstellung des Infektionsverlaufs an Topf-
pflanzen der Sorten 'Hyperixtrakt', 'Topaz' und 'Motiv' wurden 
die stark befallenen Pflanzen mit der Bonitumote 4 und die ab-
gestorbenen Pflanzen mit der Bonitumote 5 zusammengefasst 
(Abb. 6 bis 8). 
Bei niedrigen Konidiendichten von 10 und 102 war kein bzw. 
nur geringer Befall zu verzeichnen. Mit einer Konidiendichte 
von 104 wurden sichere Infektionsergebnisse erzielt. Bei den 
Sorten 'Motiv' und 'Topaz' baute sich die Infektion sehr schnell 
auf. Innerhalb einer Woche nach Inokulation war die Mehrzahl 
der Pflanzen stark befallen. Deutlich widerstandsfahiger zeigte 
sich die Sorte 'Hyperixtrakt' (Abb. 9). Fi.ir die Entwicklung einer 
Resistenzpri.ifmethode wird die Pri.ifung an Topfpflanzen eben-
falls als geeignet eingeschatzt. Sie ist jedoch gegeni.iber der Me-
thode mit Jungpflanzen arbeitsaufwendiger und basiert mit 20 
Testpflanzen gegeni.iber 108 bis 120 bei Jungpflanzen auf einem 
bedeutend geringeren Pri.ifumfang. 
Diskussion 
Derzeit wird in der Ziichtung intensiv daran gearbeitet, fi.ir den 
Johanniskrautanbau leistungsfahige, ertragssichere Sorten be-
reitzustellen. Neben Anbaueigenschaften und Wirkstoffgehalt ist 
die Widerstandsfahigkeit der Pflanze gegeni.iber dem Erreger der 
Johanniskrautwelke ein wichtiges Zuchtmerkmal (GAUDIN et al., 
1999; SCHENK et al., 1999; PANK et al., 2000). In den Arbeiten 
wird eine starke Differenzierung der Welkeanfalligkeit von Her-
ki.inften bei Priifung auf dem Feld bestatigt. Die in der Arbeit vor-
gestellten Methoden sollen durch Einbeziehung eines breiten 
Spektrums an Sttimmen und Sorten gepri.ift werden und die Er-
gebnisse mit denen der Feldpri.ifung verglichen werden. Das Be-
fallsschema bei Pri.ifung an Jungpflanzen wird in weiteren Un-
tersuchungen an Sorten und Stammen prazisiert, um die Varia-
tionen in der Auspragung der Krankheitssymptome aufgrund der 
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Unterschiede im Habitus der Pflanze bzw. in den Wuchseigen-
schaften starker zu beri.icksichtigen und die Sicherheit bei der Er-
fassung von Anfalligkeitsunterschieden zu erhohen. Die Pri.ifung 
erfolgte mit definiertem Erregermaterial. In eigenen Untersu-
chungen konnte unter Einbeziehung von Isolaten verschiedener 
Herkunftsorte an den Standardsorten kein unterschiedliches Ver-
halten beobachtet und bislang auch keine Differenzierung in Pa-
thotypen festgestellt werden. Die Untersuchungen werden mit 
verschiedenen Isolaten von Colletotrichum cf. gloeosporioides 
bzw. mit Erregergemischen fortgefiihrt und das Resistenzverhal-
ten von Sorten und Sttimmen ermittelt. 
Von den in dieser Arbeit vorgestellten Methoden wird die Pri.i-
fung an Jungpflanzen im Gewachshaus als eine geeignete Me-
thode eingeschatzt, um Anfalligkeitsunterschiede bei Johannis-
kraut zu erfassen und in einer relativ kurzen Pri.ifzeit Ergebnisse 
zum Resistenzverhalten von Sorten und Sttimme unter definier-
ten Bedingungen zu erhalten. Die Methode konnte fi.ir den Zi.ich-
ter von Interesse sein. 
Die Arbeit wurde gefOrdert durch die Lichtwer Pharma AG, 
Paul Mi.iggenburg GmbH & Co. KG I Martin Bauer GmbH & Co. 
KG und Dr. W. Schwabe GmbH. 
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